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概    要  
 がん遺伝子としての性質を有する bHLH 型転写因子の機能抑制因子 Id は、血清刺激後、短時間で
発現が上昇する初期応答遺伝子であり、互いに拮抗する TGF-β シグナルと BMP シグナルによって発
現がそれぞれ低下、上昇する。本研究では BMP シグナルによる Id2 遺伝子の発現制御機構を解析し、
他の Id の制御との比較から、BMP シグナルにおける各 Id の役割を理解することを目指した。まず、
マウス Id2 遺伝子の転写開始点の上流 3 kb 付近に BMP 応答配列を同定した。そして、BMP シグ
ナルで活性化される Smad1 及び Smad4 の結合部位の重要性と、それら転写因子の Id2 遺伝子 B
MP 応答配列への結合を示した。 
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 HLH タンパク質 Id（Id1～Id4）ファミリーは、
bHLH 型転写因子の機能抑制因子であり、様々な
細胞の分化抑制と増殖促進活性を持つ。近年、腫
瘍化した細胞や種々のがん組織で発現の亢進が報
告され、Id ファミリーは、がん遺伝子として認識
されつつある。また Id 遺伝子は、様々な刺激に
よって、その発現が変動し、血清刺激後、短時間
で発現が上昇する初期応答遺伝子に分類される。 
  Id 遺伝子の発現は、上皮系の細胞増殖を抑制
し上皮間葉転移（EMT）を誘導する、TGF-β シグ
ナルの活性化に伴って低下することが示されてい
るが、代表者はこれまでに Id 遺伝子の発現低下が、
TGF-β 刺激による上皮細胞の増殖阻害の直接の
原因ではないことを報告している（平成 18 年度）。
一方で Id は、TGF-β シグナルに拮抗する BMP 
シグナルの活性化に伴い、発現が上昇する遺伝子
としても知られている。BMP はもともと骨形成促
進因子として見出されたが、その後の研究から、E
S 細胞の未分化状態の維持、中胚葉の誘導、神経
細胞の分化、心臓などの器官形成に重要であるこ
とがわかっている。ここ数年、BMP シグナルにお
ける Id の役割が注目されており、その発現制御
に関する研究の重要性が高まっている。 
 
 
 BMP シグナルによる各 Id 遺伝子の発現制御
機構の解析は、これまで Id1 を中心に進められて
きたが、最近、Id3 に関する報告があり、両者の
共通点と相違点が明らかになった。そこで本研究
は、まだ不明な点が多い BMP シグナルによる I
d2 遺伝子の発現制御機構を解析し、他の Id との
比較から、それぞれの特異性と普遍性を明らかに
し、BMP シグナルにおける各 Id の役割を発現制
御の側面からより深く理解することを目指した。 
 本研究ではまず、マウス Id2 遺伝子 BMP 応
答配列（=シス領域）の同定を行い、その塩基配
列の情報をもとに、既知の転写因子（=トランス
因子）が、BMP シグナルによる Id2 遺伝子の発
現制御に関与している可能性について検討した。
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（１）Id2 遺伝子 BMP 応答配列の同定 
 Id2 遺伝子の BMP 応答配列を同定するため、
マウスの筋芽細胞である C2C12 において、恒常
的活性化型 BMP 受容体を一過性に発現させ、
BMP シグナルを人為的に誘導した。また、マウス 
Id2 遺伝子の転写開始点の上流約 4.5 kb をホタ
ルルシフェラーゼ遺伝子に融合させた、レポータ
ープラスミドを同時に細胞に導入し、24 時間培養
後、転写活性を測定した。その結果、コントロー
ルのベクタープラスミドに比べて、有意に転写活
性の上昇が認められたことから、この範囲に BMP 
応答配列が含まれると結論した。さらに欠失体を
作成し、同様の実験を行ったところ、転写開始点
上流 3 kb 付近の約 270 bpの配列が、必要最小
領域として同定された。 
 
（２）BMP シグナルによる Id2 遺伝子発現制御
に関与する転写因子の解析  
 同定したマウス Id2 遺伝子の BMP 応答配列
は、ヒトでも高度に（約 95%）保存されており、
発現制御における重要性が予想された。そして、
この領域の塩基配列の一部が、既に報告されてい
る Id1 遺伝子の BMP 応答配列に相同性を示す
ことも明らかになった。 
 次に Id2 の BMP 応答配列に結合し、その遺
伝子発現を制御する転写因子について検討するた
め、これまで報告されている転写因子の結合配列
をそれぞれ変異させたレポータープラスミドを作
成し、転写活性を測定した。その結果、BMP シグ
ナルで活性化される Smad1/5 及び Smad4 の
結合部位の変異体のみ、レポーターの活性が著明
に低下した。 
Id1 についても、BMP 応答配列の Smad1/5 及
び Smad4 の結合部位の重要性が報告されてお
り、２つの遺伝子の BMP シグナルによる発現制
御は共通の機構を介していることが推測される。
また、Id2 の BMP 応答配列に Smad1/5 や 
Smad4 が実際に結合することを確かめるため、
C2C12 細胞から調整した核抽出液を用いてゲル
シフトアッセイを行った。（図１）その結果、培地
中に BMP6 を添加後に調整した核抽出液を用い
た場合に、 新たな因子の結合が認められ、抗体を
用いたスーパーシフトの実験から、それらの因子
が Smad1 や Smad4 であることが判明した。 
 
 図 1. マウス Id2 遺伝子 BMP 応答配列を  
 プローブとして用いたゲルシフトアッセイ 
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